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摘要 : Bursicon 是 通过 C 蛋白 受 体 调节 昆虫 表皮 人 硬化 及 展翅 的 功能 蛋白 , 它 在 昆虫 旷 皮 后 的 表皮 人 硬化 过 程 中 起 着 
关键 作用 。 为 探讨 灰 飞 乱 Laodelphax striatellus 的 bursicon 的 功能 ,利用 RT-PCR 和 RACE 技术 克隆 获得 1 126 bp 
的 bursicon a 和 761 bp 的 bursicon B 全 长 序列 , 将 其 分 别 命 名 为 Lsburs-o 和 Lsburs-B8。 生 物 信 息 学 分 析 表 明 : Lsburs- 
a 开放 阅读 框 长 483 bp, 编码 160 TAER, 该 蛋白 具有 2 个 N- 豆 苞 醚 化 位 点 、3 个 酷 重 白 激 酶 下 磷酸 化 位 点 以 
及 2 个 重 白 激 酶 C 磷酸 化 位 点 。Zsburs-8 开放 阅读 框 长 417 bp, 编码 138 TAER, 该 重 日 具有 2 个 N- Xi BIG 
位 点 、3 个 酷 和 蛋白 激酶 下 磷 酸化 位 点 以 及 工 个 酷 氨 酸 激酶 磷酸 化 位 点 。qRT-PCR 结果 表明 : Lsburs-a 和 Lsburs-B 在 
灰 飞 起 各 龄 期 均 有 转录 表达 , 并 在 若虫 期 随 龄 期 增加 呈 上 升 趋 势 , 在 羽化 期 达到 峰值 , 成 虫 期 表达 量 逐 渐 降 低 。 
结果 提示 bursicon 与 灰 飞 乱 旷 皮 后 的 外 表皮 硬化 关系 密切 。 本 文 结果 为 深入 研究 bursicon 的 功能 、 受 体 调 节 和 信 
号 通路 等 商定 了 基础 。 
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gene in the small brown planthopper, Laodelphax striatellus ( Hemiptera : 
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Abstract: Bursicon plays a vital role in insect molting sclerosis, as it regulates cuticle sclerotization 
( hardening and tanning) via a G protein-coupled receptor ( GPCR). To study the function of bursicon in 
the small brown planthopper (SBPH , Laodelphax striatellus , the full-length sequences of bursicon œ and 
bursicon B were amplified by RT-PCR and RACE, and were designated as Lsburs-a and Lsburs-B, 
respectively. The products are 1 126 bp and 761 bp in length for Lsburs-a and Lsburs-B, respectively. 
Lsburs-a contains a 483 bp open reading frame ( ORF) encoding a protein with 160 amino acid residues, 
which has two N-myristoylation sites, three casein kinase [| phosphorylation sites and two protein kinase 
C phosphorylation sites. Lsburs-B contains a 417 bp ORF encoding a protein with 138 amino acid 
residues, which has two N-myristoylation sites, three casein kinase [| phosphorylation sites and one 
tyrosine kinase phosphorylation site. Real-time quantitative PCR results showed that the transcripts of 
Lsburs-a and Lsburs-B were detectable in all the nymphal stages of L. striatellus, increased with the 
nymphal stages, reached the highest level in the emerging period, and then decreased after adult 
eclosion. The results suggest that bursicon closely relates to cuticle sclerotization in L. striatellus after 
molting. The results lay a solid foundation for the further study of bursicon' s functions, receptor 
regulation, signal pathway and so on. 
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IK Kl Laodelphax striatellus ( Fallén ) J& 2E $8 H 
KAPE Delphacidae) , 是 我 国 及 东南 亚 水 稳产 区 的 
主要 害虫 之 一 ,主要 为 害 早 、 中 稻 秧 田中 分 药 期 的 
水 稻 植 株 。 除 成 、 和 在 虫 刺 吸 危害 外 , 成 虫 在 水 稻 植 
株 体内 产 卵 也 能 造成 危害 。 同 时 , 灰 飞 避 能 取 食 和 
为 害 小 麦 、 玉 米 等 多 种 不 本 科 植 物 , 并 且 能 传播 多 
种 病毒 病 , 如 水 稳 条 纹 叶 村 病 和 黑 条 矮 缩 病 ， 玉米 
粗 缩 病 及 小 麦 从 矮 病 等 多 种 不 本 科 作 物 病 毒 病 ,， 给 
我 国 农 业 带 来 巨大 损失 ( 李 汝 铎 等 ,1996; BREF 
等 ,2003; 孙 广 仲 等 ,2006)。 灰 飞 虱 由 于 食性 及 对 
温度 的 要 求 和 适应 性 不 同 , 在 地 理 分 布 上 和 各 稻 区 
的 发 生 为 害 情况 也 不 同 ; K KERAPA CHH S 
E, 在 华北 、 华 东 、 华 中 和 西南 等 地 发 生 为 害 较 重 
(XEHE, 2009), WER, 灰 飞 乔 为 害 导 致 的 病 
毒 病 呈 逐年 加 重 的 趋势 , 由 于 目前 还 没有 理想 的 抗 
病 品种 以 及 防治 病毒 病 的 药剂 ， 所 以 通过 治虫 切断 
介 体 是 防治 病毒 病 的 主要 手段 , 但 农药 滥用 目前 已 
造成 灰 飞 乔 对 多 种 杀 虫 剂 产生 抗 性 (Endo et al., 
2002) ， 因 此 研究 调控 灰 飞 乱 生长 的 相关 功能 基因 及 
其 功能 , 可 以 为 探索 新 的 灰 飞 虱 防 控 途径 提供 线索 。 

昆虫 为 了 适应 生长 ,必须 晓 去 旧 表 皮 并 重新 形 
WIRE, AMIEN. FKA, 由 于 
RWIE ERRE TENA AEE Eb UK T EIS 
流失 、 外 界 的 伤害 以 及 病原 微生物 的 和 人 侵 等 
( Honegger et al.,2008; Song, 2012) , 因此, "i Sz Ji 
A BRI P BC UB NEKE, WERDE SH GIL EE 
的 关键 因子 就 是 一 种 神经 多 肽 "Bursicon”。 该 蛋白 
于 50 年 前 首次 在 丽 晶 Calliphora erythocephala 中 发 
现 (Cottrell, 1962), 45% AHH IRE Hi 968 F6 3 PA SCR 
被 结扎 后 , 由 于 结扎 而 阻止 了 外 皮 的 骨 化 ， 当 给 被 
结扎 头 部 的 丽 蝇 注 入 其 血 淋 巴 提取 物 后 ,其 很 快 表 
现 出 骨 化 现象 。 在 该 蛋 日 发 现 后 的 很 长 一 段 时 间 ， 
Bursicon 一 直 被 认为 是 一 个 分 子 量 大 约 为 30 ~ 60 
kDa HHEH. Am, 最 近 在 黑 腹 采 蝇 Drosophia 
melanogaster 中 发 现 其 是 由 两 个 亚 基 组 成 的 异 源 二 
RIRE HRI Bursicon a 和 Bursicon B 组 成 , 相应 分 
子 量 分 别 为 16 kDa 和 14 kDa (Luo et al., 2005; 
Mendive et al., 2005) ,这 也 是 第 一 个 在 昆虫 中 发 现 
的 异 源 胱 氮 酸 激素 。 通 过 黑 腹 果 蝇 D. melanogaster 
的 遗传 分 析 表 明 ，Bursicon 主要 是 通过 一 个 由 
rickets 编码 的 特殊 的 G 8x EL Sz Hk DLGR2 来 调控 外 
皮 的 骨 化 和 埃 扩 张 (Baker and Truman, 2002) ; 进 
一 步 研究 发 现 , DLGR2 一 旦 被 激活 , 它 将 激活 信号 
通路 cAMP/PKA (Kimura et al., 2004), m H. 


bursicon 主要 是 由 脑 调控 并 在 中 枢 神 经 系统 转录 表 
达 ( Honegger et al., 2008 ) 。 

ARIK KE bursicon 的 工作 目前 还 未 见报 道 。 
本 研究 首次 从 灰 飞 乱 体内 克隆 到 bursicon 的 a 和 B 
基因 片段 ,并 通过 RACE 技术 获得 其 cDNA 全 长 ， 
利用 实时 交 光 定量 PCR 检测 了 两 个 基因 在 不 同龄 
斯 和 晓 皮 前 后 的 时 相 表 达 特 性 。 人 研究 结果 将 为 从 分 
子 水 平 理解 灰 飞 避 Bursicon 的 生理 生化 功能 商定 基 
础 ,也 为 该 基因 作为 潜在 防治 弛 标的 可 能 性 提供 
佐证 。 


1 材料 和 方法 


1.1 供 试 虫 源 

试验 所 用 的 灰 飞 虱 采 集 于 浙江 杭州 稻田 , 在 人 
工 气 候 室 中 利用 爹 栽 大 麦苗 饲养 10 代 以 上 的 实验 
种 群 , 培养 温度 28 + 2%C ， 相 对 湿度 80% ， 光 周期 
16L:8D, 

根据 灰 飞 虱 各 龄 期 生长 周期 的 长 短 分 别 采 集 
2 -5 龄 奋 虫 和 成 虫 ( 李 伟 等 , 2009) , 在 每 个 龄 期 的 
旷 皮 时 期 取 虫 并 结合 显微镜 下 观察 确认 。 取 虫 后 迅 
EIA MAIAT o 
1.2 灰 飞 必 总 RNA 提取 和 反 转 录 

分 别 取 各 龄 期 的 灰 飞 了 息肉 、 雄 各 10 头 整 虫 为 
一 个 生物 学 重复 , 每 个 龄 期 设 3 个 重复 。 按 TRIzol 
(Invitrogen) 试剂 使 用 说 明 提 取 总 RNA, Js le pu SE 
胶 电 泳 和 和 蛋 昌 核酸 定量 分 析 仪 (Thermo) 进行 检测 
和 定量 。 以 总 RNA JM ERR. FH Bee AR x 
(TaKaRa 公司 ) 反 转录 获得 第 一 链 cDNA， 作 为 
cDNA 模板 , 4 忌 贮存 备用 ，- 207 长 期 贮存 。 
1.3 XA bursicon 的 扩 增 与 RACE 反应 

PCR 反应 中 所 用 引物 为 自己 设计 ( 表 1), 并 由 
铂 尚 生物 技术 有 限 公 司 合成 。 反 应 体系 为 50 uL, 
其 中 包括 0.25 uL rTaq DNA 聚合 酶 (5$ U/uL) , 5| 
物 (10 umolLL) 各 1 uL, 4 uL dNTPs (2. 5 mmol/ 
L), 5 uL 10 x buffer( & Mg^* ), 2 uL cDNA 模板 ， 
ALACERDOUZRZK 2850 uL, PCR 反应 程序 为 : 94C 预 
变性 3 min; 94% 变性 30 s, 退火 温度 见 表 1, 72C 
延伸 1 min, 35 个 循环 ; 72°C 延伸 10 min。 扩 增 完 
成 后 , 取 5 uL 反应 产物 经 1 % 3 BE PRSE DC E yki 
行 检测 。 

根据 扩 增 得 到 的 中 间 片 段 , 分 别 设计 外 围 引物 
LsRACEaF1, LsRACEaRI , LsRACEbFI 和 LsRACEbR1 , 
内 侧 引 物 LsRACEaF2, LsRACEaR2, LsRACEbF2 和 
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LsRACEbR2( 表 1)。RACE 反应 参照 试剂 盒 说 明 书 
(Clontech ) 进行 。 通 过 RACE 扩 增 , 分 别 获得 


Lsburs-o 和 Lsburs-B 的 5 和 3 cDNA zm Fr Ex, D. 
增产 物 经 196 琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 ， 回 收 目的 族 段 。 


X1 本 研究 所 用 的 引物 


Table Primers used in this study 


引物 名 称 


Primer name 


引物 序列 (5 -3^) 


Primer sequence 


3B Gl BE (0C) 


Annealing temperature 


LsbursF1 ATGATGCTGGCTGAGAGCTTCC 
LsbursR1 CTATCGAGAGCTGTGTAATCTGAAG 55 
LspbursF2 AGATCCACATCATCAAGGAGGARYWNGAYGA 
LspbursR2 CCGGATGCCGTCCGSRTCRTARCA 54 
qLsbursF3 CTGCCCAAAAGCCAAACCA 
qLsbursR3 ATCGGACCCTCGTCAGCAT 60 
qLspbursFA4 CCAGTGTTGTCACCCCTACCG 
qLspbursRA4 GTGATTGTTCTCTCGCGCAAA 60 
p-actinF TGGACTTCGAGCAGGAAATGG 
B-actinR ACGTCGCACTTCATGATCGAG 60 
LsRACEaFI GTGCTCCAATACCCTGGCTGTGTTC 
LsRACEaF2 TGCCCAAAAGCCAAACCAGGAGAGA 60 
LsRACEaRI CAGGGACGACACATACAATCCAGAG 
LsRACEaR2 TCTCTCCTGCTTTGGCTTTTGGGCA 60 
LsRACEbFI AGCCGTGAACAAGTGTGAAGGAGCG 
LsRACEbF2 ATCACACTGACCCACTGCTACGACC 60 
LsRACEbRI CACGGCAGCAGAAACATTCCTTGAG 
LsRACEbR2 CGCTCCTICACACTTGTTCACGGCT 60 


1.4 PCR 产物 序列 的 测定 

回收 的 DNA 厂 段 经 纯化 后 ,连接 到 pMDIS-T 
载体 上 (TaKaRa 公司 ) ,连接 产物 转化 大 肠 杆菌 
Escherichia coli DHSa 感受 态 细 胞 , 挑 取 白色 菌落 至 
5 mL 的 LB 培养 液 (Ampicillin 终 浓度 50 pg/ mL) 
中 ,37 心 震荡 过 夜 。 取 10 pL AR, 用 钵 沸 法 提取 
质粒 , 通过 PCR 鉴定 阳性 克隆 , 并 送 铂 尚 生 物 技术 
有 限 公 司 测序 , 每 个 PCR 产物 至 少 挑 取 3 个 单 亩 落 
用 于 序列 测定 。 测 序 结果 在 GenBank 中 进行 Blast 
同 源 序列 检索 予以 确认 , 再 经 DNAMAN 和 DNAstar 
拼接 得 到 基因 全 长 。 
1.S 序列 分 析 

利用 Blast 在 NCBI 网 站 进行 序列 相似 性 比 对 
分 析 ; DNAstar 进行 ORF 预测 以 及 和 蛋白 翻译 。 重 日 
翻译 和 基 序 分 析 及 其 理化 性 质 预测 采用 和 蛋白 组 学 在 
线 ExPASy (http://web. expasy. org/protparam/) , P5 
膜 预 测 采 用 在 线 工 具 TMpred (http://www. ch. 


embnet. org/software/TMPRED. form. html), 4E FA HJ 
功能 二 级 结构 预测 采用 PredictProtein ( http :// www. 
predictprotein. org/) ,和 集 日 的 功能 域 预 测 利 用 NCBI 
网 站 的 在 线 工 具 Conserved Domains ( http://www. 
ncbi. nlm. nih. gov/Structure/cdd/wrpsb. cgi), ， 信 号 
肽 段 的 预测 采用 SignalPA. 0 ( http://www. cbs. dtu. 
dk/services/SignalP/) , 然后 利用 DNAMAN 进行 
序列 比 对 分 析 。 

从 NCBI 数据 库 中 选取 具有 代表 性 的 物种 ( 包 
括 昆 虫 、 甲 壳 纲 )pursicon 的 cDNA 序列 , 用 DNAstar 
将 其 ORF 翻译 成 对 应 的 氨基 酸 序 列 , 然后 利用 
ClustalX 1. 83 软件 进行 完全 比 对 后 , 再 用 MEGA 
5.05 软 件 中 的 Neighbor-Joining ( 自 举 检验 数 1 000) 
方法 进行 分 子 系统 进化 分 析 。 
1.6 灰 飞 虱 不 同龄 期 以 及 晓 皮 前 后 bursicon 的 表 
达 分 析 

根据 Lsburs-a 和 Lsburs-B 扩 增 得 到 的 序列 设计 
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村 异性 引物 qLsbursF3-qLsbursR3 和 qLspbursFA- 
qLspbursR4( 表 1) 用 于 后 续 的 实时 灾 光 定量 PCR 反 
应 ,以 B-actin 基因 作为 内 参 基 因 (Wu et al., 
2012) 。 以 标准 曲线 和 溶解 曲线 来 检测 所 设计 引物 
的 扩 增 效率 和 特异 性 。 

荧光 定量 PCR 采用 25 pL 体系 , 各 反应 成 分 的 
VAJK Ki, cDNA 为 模板 , 进行 5 倍 稀释 。 扩 增 体系 
Jj: 12. 5 uL SYBR Premix Ex Taq (TaKaRa Code; 
DRR420A) , 3| (10 umol /L) && 0.5 uL, 2 pL 
cDNA 模板 , JC BECK E 25 plo PCR 反应 条 
件 为 : 95*C 预 变性 3 min; 95*C 变性 10 s, 60*C 退火 
45 s 循环 A0 次。 使 用 仪 锅 为 Bio-Rad 公司 的 iQ5 灾 
光 定 量 PCR 仪 。 反 应 结束 后 收集 Ct É, KH 
2 法 进行 数据 分 析 (Livak and Schmittgen, 
2001 ) 。 每 龄 期 重复 3 次 。 
1.7 数据 统计 与 分 析 

IK KEL Lsburs-a 和 Lsburs-B 各 上 自在 不 同 发 育 阶 
段 转 录 水 平 的 差异 比较 采用 PASW Statistics 18 进 
行 单 因素 方差 分 析 (ANOVA), 显著 性 差异 采用 
Duncan 氏 法 进行 检验 (P <0.05)。 


2 结果 与 分 析 


2.1 RXRA bursicon 全 长 cDNA 的 扩 增 与 序列 
分 析 

VAJK KRKI cDNA. 为 模板 ,以 引物 LsbursF1- 
LsbursR1、LspbursF2- LspbursR2 ( 表 1) 进行 常规 
PCR 扩 增 : Lsburs-a 用 引物 LsbursF1-LsbursR1 扩 增 
后 最 终 得 到 一 条 435 bp 的 特异 条 市 (图 1: A); 
Lsburs-B 用 引物 LspbursF2-LspbursR2 扩 增 后 得 到 一 
条 420 bp 的 特异 条 再 (图 1: A)。 扩 增产 物 经 回 
收 、 殉 隆 及 测序 后 在 NCBI 核酸 库 中 进行 Blast 分 
析 , 结果 发 现 这 两 条 序列 与 其 他 物种 bursicon 的 相 
似 性 最 高 ， 推 测 所 获得 的 两 条 片段 是 灰 飞 恒 
bursicon 的 部 分 cDNA 序列 。 将 435 bp 的 基因 命名 
为 Lsburs-o., 420 bp 的 基因 命名 为 Kspurs-8。 根 据 所 
得 的 cDNA 部 分 片段 设计 特异 引物 ( 表 1) 分 别 进行 
基因 5'RACE RIS'RACE 扩 增 (图 1: B), 序列 经 过 
DNAMAN 和 DNAstar 拼接 得 到 Lsburs-a. cDNA 序列 
全 长 1 126 bp 和 Lsburs-B cDNA 序列 全 长 761 bpo 

经 DNAstar 分 析 表 明 , Lsburs-a. cDNA 全 长 序列 
含有 一 个 完整 483 bp HJ ORF, 编码 160 个 氨基 酸 ， 


5'-UTR 共 142 bp, 3'-UTR 共 S01 bp, 具有 真 核 生 物 
典型 AATAAA 加 尾 信 号 和 polyA 结构 (图 2); 经 
Blastn 分 析 发 现 , 该 ORF 序列 与 西方 蜜蜂 Apis 
mellifera 的 一 致 性 最 高 ， 达 75% ， 与 其 他 昆虫 
bursicon a 序列 一 致 性 最 低 都 在 6596 以 上 。Lsburs-B 
的 cDNA 全 长 序列 含有 一 个 完整 417 bp 的 ORF, 编 
但 138 TAR, 5'-UTR 共 66 bp, 3'-UTR 共 278 
bp, 同样 具有 典型 的 AATAAA 加 尾 信号 和 polyA 结 
构 ( 图 3); 经 Blastn 分 析 发 现 , 该 ORF 序列 与 怠 豆 
WE Acyrthosiphon pisum 的 一 致 性 最 高 ， 达 79% ， 与 
其 他 昆虫 bursicon 8 序列 一 致 性 都 不 低 于 60% 。 
2.2 Jk XA Bursicon 理化 性 质 分 析 

通过 ExPASy 分 析 , Lsburs-a 的 开放 阅读 框 编码 
160 个 氨基 酸 的 重 日 质 , 其 相对 分 子 量 为 17 484.2, 
理论 等 电 点 为 7. 48 ; 分 子 式 为 Cose H ioo Nos Oo 519 , 
共有 2 413 个 原子 组 成 ; 稳定 系数 为 48.83, 推测 该 
集 日 较为 不 稳定 。 利 用 TMPRED 预测 该 重 日 可 能 
有 1 个 跨 腊 区域。PredictProtein 分 析 发 现 该 蛋白 有 
2 个 N- 豆 苞 酰 化 位 态 、3 BR ER EORR TE BEER TT 
点 以 及 2 个 重 日 激酶 C 磷酸 化 位 点 (图 2)， 其 中 螺 
旋 结 构 占 8. 12% , 片 层 结 构 占 26.88%, 其 他 结构 
占 65% 。 经 保守 结构 域 预 测 表明 该 蛋白 具有 一 个 
由 胱 损 酸 结 重 日 组 成 的 糖 重 日 激素 结构 域 , 并 且 该 
和 集 日 在 其 保守 位 置 具有 11 个 半 胱 氨 酸 , 为 其 典型 
特征 。SignalP4.0 显示 该 储 日 合 有 长 度 为 ATA 
基 酸 的 信号 肽 : MTCTIQIFIHGAFVLAMMLAESFQ。 

Lsburs-B 的 开放 阅读 框 编码 138 个 氨基 酸 的 和 集 
白质 ,其 相对 分 子 量 为 15 822. 9, 理论 等 电 点 为 
4.98; 分 子 式 为 Cg, H1067 Nig7 0515 S14 , 共有 2 108 个 
原子 组 成 ; 稳定 系数 为 64. 15, EWIE H tE UAA 
稳定 的 方式 存在 。 该 蛋白 经 预测 可 能 有 1 个 跨 膜 区 
R, 而 且 该 重 日 有 2 个 N- 糖 基 化 位 点 、3 个 和 蛋 日 激 
酶 工 磅 酸化 位 点 以 及 工 个 酷 损 酸 激酶 砍 酸 化 位 操 
(图 3) ， 其 中 上 族 层 结构 占 45.65% ， 其 他 结构 二 
54.34% , 不 含 螺 诈 结构 。 该 重 日 经 预测 可 能 没有 
WERAK, 但 该 重 日 在 其 保守 位 置 具 有 11 
个 半 胱 筑 酸 ,为 其 典型 特征 。SignalP4.0 预测 表明 , 
该 蛋白 也 含有 长 度 为 23 个 氨基 酸 的 信号 上 肽 : 
METHTLILLLFTSSEVWFYKAYA, 
2.3 RKE bursicon 的 进化 关系 分 析 

分 子 系统 进化 分 析 表 明 Busicon a 亚 基 与 豌豆 
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图 1 JK Kil bursicon cDNA 序列 (A) 和 bursicon 的 RACE 产物 (B) 检 测 
Fig. 1 PCR amplification of cDNA fragments ( A) and RACE products ( B) of bursicon from Laodelphax striatellus 
M; DNA 分 子 量 标准 DL2000 marker; 1: Lsburs-a 的 扩 增 产物 Amplified products of Lsburs-o 2: Lsburs- 的 扩 增 产物 Amplified products of Lsburs- 
B; 3: Lsburs-a 3' RACE 产物 3' RACE products of Lsburs-a; 4: Lsburs-a 5' RACE 产物 5' RACE products of Lsburs-a; 5: Lsburs-BB 3' RACE 产物 3' 
RACE products of Lsburs-; G: Lsburs-B 5' RACE py 5' RACE products of Lsburs-B. 


1 ACATGGGG AGTATTTAAAGG TTCATTG AACCACTCATAGOCCTTCTCTCOCTTAT ATCAG ATAGGAG TAT A4 A AS 
76 TTTCTCTATGTATGTTACTTG AAT AA A A TATCTCA AA AGT ACCT AGGTTAAGATTTCAATTTCGAAATG ACC TG 
1 M T C 
151 CACGATTCAAATTTTCAT ACATGG AGCATTTGTTCTTGCCATG ATG TTGGCTGAG AGCTTCCAAGA AGAG ACC AA 
4 T IQ IF I HG AF VL À M ML À E SF re E E T K 


226 ACCTCCGGCOGG TGC TG TCTCCTC AG ATG AGTG TC AGG TCAC ACCCGTCATTCATGTGCTCCAATACOCTGGCTG 
29 P P å A V 29 9 I ER Gü Qv" IP v 1L H* LGQIISPGUIL 
301 TGTTCCAAAA(CCAATOCCTICATTOGCATGCACTGGGAA ATG T AGC A5 T TACTT ACAGGT T TC AGG ÀATCG AA AAT 


54 Y F EF IP»PT .0 0 i 
376 ATGGCAAATGGAAAG ATCATGCATGTGCTGOCAAGGGAG TGG AGA A AG GGAGGCC AG TGTATCTCTATTCTGCOC 
79 , 4 Àà E K 35 tL RÀ &L. L UC 5» 5 E KÀ E À 3 * $ L F & PF 
451 AAA AGCCAAACCAGG AM; AGAAGAAATTOCGCAAGG TGAACACAAA AGCGOCCCTGGAT TG T ATG TG TOG TOCC TG 
104 EK A EK P 5b E À EF REE Y M EAP LODUEAMÀUCEISP:L 


526 CACCGGGGTAGAGGAGACTTCGG TAÀTACCTCAMG AAT AG CTGG ATATGCTGACGAGGG TOCG ATG AAT ARCA, 
129 LEÉEVEETISYVIPQEIAÀGYADEGPIHNSNIH 
6 —— TTICAGATTACACAGCICTCGATAGAAGTAATAAAAG AAT ACTATGAATATTATTTCATCABATTCTATTATTGT 
154 F R L H $ 535 R * 

676 —  ACAATAGTTGATOGCCAATTACTTTITAOCAACACTAATATATCAGCTACTAAGTTCAAATCOS AGG AACAGTTTT 
731 — ATTAAATTCATAMCTAGCTICAGATGG TT TIG ATATTATTATTGCAGTG ACT TAG AATAAT AÀG ACATG ATAATT 
826 —  AAACGTGCATACACATGATAATTG TAG TCCTACTACTGCATTCATTCATGAGCCATCATAG AÀG ATGGATCTTGT 
90 AATAGTGTTTICTGTTIGGCATCTATCATGCAACAAAT ABAAG TT TCTG TT TTTCAAAATTAG ATT ACTATTTOS 
976 AGAACCGATICCTTAOSGCICAAAACCTCABATGCTTCCATGCAG TCTCGATTATATCATTATTCTCATTTIGGA 
1051 AGGAGTCTTTIGTATAAGCATGAACTGAATAAMAT TCC TGC TG ACC ACAA AA A AG AAAAARAAAAAAAAARAAAAA 


1126 A 
图 2 JK VH bursicon a cDNA 核酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 
Fig. 2 Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of bursicon a from Laodelphax striatellus 
2 个 N-E REBEL) HO AERAR EHIN HENRY Two potential N-myristoylation sites are boxed; 3 4- BEBE EITE IL BEREIT S HU CERE ERAI T d 
线 标 识 Three casein kinase II phosphorylation sites are underlined; 2 个 重 白 激酶 C 磷酸 化 位 点 的 氨基 酸 残 基 用 波浪 线 标识 Two protein kinase C 


phosphorylation sites are marked with wavy lines. 





1260 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 55 Xm 


| — ACATGGGGAGTGCATGTCOCAGCCATCTAGCAG TT AAA TOCCTOCCTCCCTA TCCAC ACC A TC A AG ATGGAAACA 
X E T 
76 — CATACCTTAATCCTCCTGCTTTTICACATCATCAGAAGTATGG TTTTATAAGGOS TATGCCAMCG BAG AAG AAG TC 
4 HILILLLFISSEYWFYKAYANEEEVF 
151 — TGTGAGACATTAOCTICAGAAATACATATCACTAAAGAGGAATTCG ATG AGCTTGGG AGACTGCAG AGAACTTGT 
5 QRTLPSEREIZXIILXLEREFDELORLA4QARIC 
26  ÀÀTGGTGATGTAGCCGTGAACAAG TG TGAAGG AGCG TG CARCTOGCAGG TTCARCOCAGTG TTG TCACCCCTAOC 
54 — NGDVAVNKCEREG àACNSQVQPSVVITIPT 
3)  GGATTICTCAAGGAATGTTICTGCTGCOS TGAG AGCTTTTIGCGCG AG AGAACAA TC ACACTG ACCCACTGCT AC 
7» GFLKECFCCRESEFLRERTITLIHCI!YI 
376 — GACCCGGACGGCATG AGGCTG ACCGGCGCCOC TCAG TCTCAG A T6G ACG TCAGGCTTCGGG A&CCTGOCG AATGC 
w4 DPDEMXWRLTIGAPOQSOGOGNEDVRLREPAEC 
451 — AÀGTGCTACAAGTGCAG TGACTATTCTOG ATAGCCTG BÁC AG T AG ACTTGAC TG AAT TALACAAGTTATCTGTAT 
5 KGYKCSDIYSSmS:s 

36  TGAATATGCGTIGAAAACTG ATTTATG TTCTTATTTTICGARGCTTACTGATGTTGTTTG TGG TAT T TCCATTGÀ 
$1 — TTATCTTTGTGCTICATCGACTCTGTTGTG TAAAT ACAG TACATTTGAG AAA TATGAAATGOS TGAAGTTGTTTÀ 
976 — TGATCATTGAAATTCACTTATTG TAAAACATTACAAATAAAGCATTTTTCAACTA TAAAAAAAAAAAARAAAAAA 
751  AAAAAAAAAAA 


图 3 $K Ki bursicon B cDNA 核酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 
Fig. 3 Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of bursicon B from Laodelphax striatellus 
2 个 N- 豆 敬 酰 化 位 点 的 氮 基 酸 残 基 用 方 框 标识 Two potential N-myristoylation sites are boxed; 3 个 酷 重 日 激酶 工 磷酸 化 位 点 的 氨基 酸 残 基 用 下 划 
线 标识 Three casein kinase I phosphorylation sites are underlined; 1 个 酷 氨 酸 激酶 磷酸 化 位 点 的 氨基 酸 残 基 用 波浪 线 标 识 One tyrosine kinase 


phosphorylation site is marked with wavy line. 
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图 4 JK Km Hf EG HRS Bursicon a 亚 基 的 系统 树 
Fig. 4 Phylogenetic trees of the Bursicon œ subunit from Laodelphax striatellus and other insects 
昆虫 名 称 及 其 Bursieon a 亚 基 的 GenBank 登录 号 Insect species and GenBank accession numbers of their Bursicon a subunits; Wit; Acyrthosiphon 
pisum ( XP. 001946341.1) ; 西方 蜜蜂 Apis mellifera ( NP. 001091704. 1) ; RER Bombus impatiens ( XP. 003485714. 1) ; ZÆ Bombyx mori (NP_ 
001091845.1) ; $F BAT NW Camponotus floridanus ( EFN71945. 1) ; 普通 滨 蟹 Carcinus maenas ( ABXS5995. 1); I JR W& Drosophila 
melanogaster ( NP. 650983. 1) ; Jk Kf Laodelphax striatellus; Z&& Musca domestica ( ABO20870. 1) ; 人 体 避 Pediculus humanus corporis ( XP _ 
002430782. 1) ; 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum ( NP. 001107779.1). 


Wf A. pisum BJAH.MEdE 3 7j—2.5, Bursicon B 亚 基 2.4 bursicon 在 灰 飞 虱 不 同 发 育 阶 段 中 的 相对 转 
与 赤 拟 谷 资 Tribolium castaneum I^] 38 y NV. 2: 9 N 录 水 平 
一 类 。 利用 Real-time quantitative PCR 对 bursicon 的 o 
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图 5 灰 飞 乔 及 其 他 昆虫 的 Bursicon B 亚 基 的 系统 树 
Fig. 5 Phylogenetic trees of the Bursicon B subunit from Laodelphax striatellus and other insects 
昆虫 名 称 及 其 Bursieon B 亚 基 的 GenBank 登录 号 Insect species and GenBank accession numbers of their Bursicon B subunits; Wü 4} Acyrthosiphon 
pisum ( XP. 001946298. 1) ; J& & Jti, Aedes aegypti ( XP. 001663910. 1) ; 西方 蜜蜂 Apis mellifera ( NP. 001035352. 2) ; ZÆ Bombyx mori (NP_ 
001037289. 1) ; WE Callinectes sapidus ( ACGS0066. 1) ; 水 重 Daphnia arenata ( ABX55997.1) ; $R- Riẹ Drosophila melanogaster ( NP. 609712. 
1); IK KAL Laodelphax striatellus ; WRR Manduca sexta ( ABB92831.1) ; 家 是 Musca domestica ( ABO20869. 1) ; JR dU X Tribolium castaneum 
(NP. 001107780. 1). 
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At lr Et Developmental stage 
图 6” 灰 飞 起 不 发 育 阶段 bursicon 的 转录 水 平 变化 
Fig. 6 Relative transcript levels of bursicon in different developmental stages of Laodelphax striatellus 

1: 2 龄 和 若虫 2nd instar nymph; 2: 3 fit H1 3rd instar nymph; 3: 4 龄 若虫 4th instar nymph; 4: 5 fS 18 25 1 天 1st day of the 5th instar nymph; 5: 
5 龄 香 虫 第 2 R 2nd day of the 5th instar nymph; 6: 5 AERE 3 R 3rd day of the 5th instar nymph; 7: 5 flit zi 28 4 R 4th day of the 5th instar 
nymph; 8; 5 龄 若虫 第 $ 天 5th day of the 5th instar nymph; 9: 5 AR 6 天 6th day of the 5th instar nymph; 10; 成 虫 第 1 天 1st day of adult; 11; 
成 虫 第 2 天 2nd day of adult. 利用 PASW Statistics 18 进行 单 因 素 ANOVA 分 析 , 同 种 颜色 柱 上 不 同 小 写字 母 表 示 基 因 的 相对 转录 水 平 差异 显著 


(P «0.05, Duncan 氏 检 验 法 ) Different lower-case letters above columns with the same colour indicate statistically significant differences ( P «0.05, 











Duncan’ s test) , analyzed by PASW Statistics 18 through one-way ANOVA analysis of variance. 


^I B 在 灰 飞 起 不 同龄 期 的 相对 转录 水 平 进行 检测 。 ” 忠 中 均 有 转录 表达 ; 不 同龄 期 结果 显示 , 在 2 -5 HS 
结果 表明 ,Lsburs-a 和 Lsburs-B 在 2 -5 龄 符 虫 和 成 。 和 大虫 中 两 个 基因 转录 水 平 呈 上 升 趋势 , 在 羽化 的 时 
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候 转 录 水 平 达到 最 大 。 羽 化 前 后 的 结果 显示 , TE] 
化 前 儿 天 bursicon 转录 水 平 较 低 , 但 在 羽化 时 其 转 
录 水 平 急剧 上 升 , 而 羽化 后 其 转录 水 平 呈 下 降 趋 
3; 到 成 虫 时 ,其 转录 水 平 也 大 幅度 下 降 ( 图 6)。 
通过 比较 发 现 : Lsburs-a 下 降 趋 势 明 显 比 Lsburs- 
p 快 。 


3 讨论 


Bursicon 属于 胱 饥 酸 重 日 结 和 蛋白 家 族 ， 其 与 各 
种 生长 因子 相关 ， 比 如 骨 形 态 发 生 恒 日 (BMPs ) 、 
转化 生长 因子 B(TCF-B)、 糖 重 日 激素 以 及 黏液 素 
( Vitt et al., 2001; Luo et al., 2005) 。 本 研究 中 , BH 
次 克隆 了 灰 飞 乔 bursicon 两 个 亚 基 的 cDNA 全 长 ， 
分 别 命名 为 Lsburs-a 和 Lsburs-BB,  Lsburs-a cDNA 全 
长 1 126 bp, 开放 阅读 框 长 483 bp， 编 码 160 CA 
ER, 经 分 析 发 现 ，Lsburs-a HA — 1 BR 58 EA UC 
结构 域 , 这 与 其 在 生物 生长 发 育 中 调 市 骨 化 的 功能 
密切 相关 ; 重 日 同 源 比 对 表明 : Lsburs-a HA m E 
保守 的 区 域 , 并 且 表 现 出 该 蛋白 的 特征 结构 即 由 11 
个 半 胱 氨 酸 组 成 的 功能 区 域 , 特别 是 第 6 位 的 半 胱 
氮 酸 在 两 个 单 体 中 起 着 连接 二 硫 键 的 作用 (Luo et 
al., 2005) 。 Lsburs-B 开放 阅读 框 长 417 bp， 编 码 
138 个 氨基 酸 的 蛋白 质 , 该 蛋白 可 能 没有 相关 结构 
域 , 其 原因 可 能 与 Bursicon 两 个 亚 基 执行 不 同 功能 
相关 。Lsburs-B 具有 Bursicon 的 典型 特点 即 在 功能 
区 域 具有 11 个 保守 的 半 胱 氨 酸 组 , 其 中 第 6 位 的 
半 胱 氨 酸 参与 形成 二 硫 键 以 连接 两 个 单 体 (Luo et 
al., 2005) 。 系 统 进 化 树 分 析 表 明 Bursicon o 亚 基 
Hj LUE A. pium 聚 为 一 类 ,这 可 能 因为 二 者 杀 缘 
关系 较 近 有 关 ; Bursicon B NE 3E F1 5j ZR Xx T. 
castaneum 的 相应 亚 基 聚 为 一 类 , xx 5j VR 
Nilaparvata lugens 转录 组 的 研究 结 末 一 致 。 褐 飞 起 
转录 组 的 研究 结果 显示 : TET KA N. lugens 中 
bursicon 的 转录 本 与 赤 拟 谷 盗 了 castaneum 和 人 体 
Wi Pediculus humanus corporis 的 相似 (Xue et al., 
2010) 。 进 化 树 的 结 末 上 暗示 这 两 个 亚 基 在 进化 上 可 
能 为 非 协同 进化 。 

进一步 研究 表明 : 该 基因 在 灰 飞 乱 发 育 的 各 个 
阶段 均 有 表达 。 实 时 奖 光 定量 PCR 检测 表明 
bursicon 的 w 和 8 在 灰 飞 乱 体内 都 有 转录 表达 , 在 
不 同龄 期 呈 上 升 趋势 , 在 5 龄 第 6 天 即 羽化 的 时 候 
达到 峰值 , 而 在 羽化 前 期 转录 量 较 低 , 在 羽化 时 急 
剧 上 升 , 而 在 羽化 后 24 h 内 呈 下 降 趋 势 , 48 h 后 呈 


急剧 下 降 。 从 此 实验 结果 中 我 们 可 以 得 出 许多 重要 
的 结论 : Boo, Lsburs-a 和 Lsburs-B 两 个 基因 在 不 同 
龄 期 和 羽化 期 即 晓 皮 前 后 转录 水 平 相 当 、 模 式 相 
W, 这 与 其 他 昆虫 类 似 , 即 它们 是 在 中 枢 神 经 系统 
中 联合 转录 表达 (Luo et al., 2005; Luan et al., 
2006; Dai et al., 2008) ,最 终 Lsburs-a 和 Lsburs-B 
HAER- RERA. KHK, 在 不 同龄 期 其 表达 
量 呈 上 升 趋势 , 这 与 其 生理 需求 量 是 协调 一 致 ， 而 
在 蚁 皮 前 其 表达 量 相对 较 低 ， 这 和 黏液 素 功 能 密切 
相关 (Honegger et al., 2008) 。 在 羽化 后 数 小 时 或 者 
第 1 天 内 ，Lsburs-a 下 降 趋 势 明 显 比 Lsburs-B Ea 
( Honegger et al., 2011) ,其 原因 是 可 能 因为 在 不 完 
全 变态 昆虫 中 , 在 羽化 后 一 段 时 间 内 表达 bursicon 
的 神经 细胞 并 没有 立即 凋 亡 , 它们 继续 产生 神经 多 
HK ( Honegger et al., 2008), ， 或 者 是 Lsburs-a 和 
Lsburs-B 拥有 各 自 完 全 不 相同 的 剪接 方 式 造成 了 
Lsburs-a 下 降 趋 势 比 Lsburs-B 明显 ， 也 可 能 是 
Lsburs-a 和 Lsburs-B 的 转录 调控 是 相互 独立 的 原因 
( Luo et al., 2005; Luan et al., 2006; Robertson et 
al., 2007 ; Wilcockson and Webster, 2008) , 

综 上 所 述 , 我 们 通过 RACE 技术 获得 了 Lsburs- 
a 和 Lsburs-B 全 长 cDNA 序列 ,并 分 析 其 预测 和 蛋 日 
的 相关 特性 , 通过 实时 灾 光 定量 PCR 技术 人 研究 了 
bursicon 的 表达 时 相 。 人 研究 结果 为 进一步 确定 
bursicon 在 灰 飞 虱 赔 皮 后 外 皮 的 骨 化 过 程 中 的 功能 
更 定 了 基础 。 
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